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Resumen

Los estomatdépodos poseen una morfologia que los distingue del resto de especies de la clase
Malacostraca, las caracteristicas que mas destacan son, los ojos, los maxlipedos, los apéndices raptoriales,
el telson y la placa del rostro. Se estudiaron las relaciones entre las especies del género Neogonodactylus
(Manning, 1995), N. bahiahondensis, N. costaricensis, N. festae, N. stanschi y N. zacae, en el Pacifico
Norte de Costa Rica, por medio de analisis biométricos y genéticos, especificamente los marcadores
moleculares COIl y 28s. Por medio de estos andlisis se logrd detectar individuos con caracteristicas
diagnosticas de dos especies distintas, N. costaricensis y N. bahiahondensis, estos fueron denominados “N.
costaricensis — N. bahiahondensis”. El analisis de componentes principales permitié determinar las
caracteristicas que mas diferencian a las especies, éstas se encuentran en el telson, especificamente el largo
de la carina intermedia y su carina accesoria, y en la placa del rostro, el ancho de dicha placa, asi como el
ancho de la base de la placa. El andlisis morfoldgico, junto con las construcciones filogenéticas lograron
separar a los individuos denominados “N. costaricensis — N. bahiahondensis™, de las especies con las que
comparten mayor nimero de caracteristicas. A pesar de lo anterior, las relaciones no quedan del todo claras
entre las especies del género, por lo tanto, es necesario realizar una mayor cantidad de estudios, con mayor
nimero de marcadores moleculares para poder responder cuales son las relaciones existentes entre las

especies del género, asi como el origen de las especies con caracteristicas de dos especies distintas.



1. Introduccién

Los estomatopodos son crustaceos que poseen una morfologia que los distingue del resto de
especies de la clase Malacostraca, de las cuales los o0jos, los maxilipedos, el rostro y el telson son
las caracteristicas mas destacadas (Reaka & Manning, 1981; Reaka, Camp, Alvarez & Vazquéz-
Bader, 2009). Dichas caracteristicas son utilizadas para la descripcién e identificacion
taxondmica. Sin embargo, con el desarrollo de nuevas técnicas basadas en biologia molecular
(Mattes, 1998) se llevd a cabo una revolucidon en la sistematica, lo que permitid resolver
conflictos taxondmicos y, ademéas corroborar la identidad de especies previamente descritas
basadas en caracteristicas morfologicas (Sanz, 2005).

1.1 Antecedentes

Los estomatdpodos han sido foco de interés para la comunidad cientifica debido a que poseen
una morfologia distintiva, dentro de las caracteristicas mas notorias, se encuentran la forma de
los ojos y los apendices o garras raptoriales. Es por esta razon que, la mayoria de estudios sobre
estomatdpodos se han enfocado en el mecanismo y el funcionamiento de la vision. Lo anterior se
ve reflejado en el estudio realizado por Cheroske, Barber y Cronin (2006), donde se determind
que los estomatépodos adultos poseen la capacidad de adaptarse a diferentes condiciones
luminicas en funcion de la profundidad, por medio de la modificacion del espectro visual. Por
otro lado, Claverie, Chan y Patek (2011) realizaron un estudio en Hawai, para investigar el
funcionamiento del mecanismo de amplificacion de los apéndices raptoriales de los
estomatdpodos, especificamente en Gonodactylaceus falcatus, indicando que existe una
correlacion positiva entre el tamafio corporal y la capacidad del poder de amplificacion de dichos

apéndices.

Los estudios a nivel global han tenido un enfoque experimental, centrados principalmente en
caracteristicas de comportamiento (Caldwell & Dingle, 1975; Caldwell, 1985), alimentacion (de
Vries, 2012) y analisis de habitat (Vetter & Caldwell, 2015). Por ejemplo, Caldwell y Dingle,

(1975) realizaron un estudio sobre el comportamiento agonistico de los estomatopodos, donde

10



destacaron comportamientos agresivos Yy rituales de combate por espacio, tanto en individuos de

la misma especie como en individuos de especies diferentes.

Respecto a la identificacion taxondmica de especies, es necesario destacar que a partir del
estudio realizado por Manning (1995), las investigaciones enfocadas en la correcta identificacion
taxondmica fueron en aumento. En dicha investigacion, tomando en cuenta caracteristicas
morfoldgicas y rangos de distribucion geogréfica, se separaron las especies americanas del
género Gonodactylus de las del resto del mundo, estableciendo de este modo un nuevo género,

Neogonodactylus.

Es por esta razdn que, en décadas recientes, las investigaciones taxondémicas se han enfocado
generalmente en analisis de relaciones filogenéticas, con el propdsito de aclarar las relaciones
evolutivas del Orden Stomatopoda. En estas investigaciones se concluyd que existen cinco
superfamilias dentro del Orden Stomatopoda, siendo estas Bathysquilloidea, Erytrhoosquilloidea,
Gonodactyloidea, Parasquilloidea y Squilloidea (Ahyong, 1997; Ahyong & Harling, 2000). Por
su parte, Barber y Erdmman (2000) realizaron la primera filogenia de la familia Gonodactylidae,
perteneciente a la superfamilia Gonodactyloidea, donde utilizaron el marcador molecular
citocromo oxidasa I (COI), con el fin de corroborar la identidad taxonomica de algunas especies
pertenecientes a esta familia; comprobaron que mediante el uso de estas técnicas genéticas es
posible resolver problemas de identificacion de especies, demostraron que Gonodactylus mutatus
y Gonodactylus aloha son la misma especie (Feller, Cohen & Cronin, 2015), conocida

actualmente como Gonodactylaceus falcatus.

Con respecto a la familia Gonodactylidae en Costa Rica, especificamente con el género
Neogonodactylus, los estudios realizados han tenido un enfoque descriptivo y taxondmico.
Incluso, a partir de la informacion obtenida de algunas de estas investigaciones, se ha logrado
elaborar inventarios de presencia o ausencia de especies en diversas localidades del pais,
principalmente en la costa Pacifica. Manning y Reaka (1979), describieron dos nuevas especies
del género Neogonodactylus (N. albicinctus y N. costaricensis) siendo ambas endémicas de
Costa Rica. Seguidamente, en 1980, estos mismos autores publicaron el libro “The Distributional

Ecology and Zoogeographical Relationships of Stomatopod Crustacea from Pacific of Costa
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Rica” (Reaka & Manning, 1980), en el cual brindaron informacién como caracteristicas
distintivas, habitat y distribucion de cada especie encontradas a lo largo de la costa Pacifica de

Costa Rica, incluyendo la mayoria de especies del género Neogonodactylus.

Posteriormente, Vargas y Cortés (1997) publicaron un inventario de la biodiversidad del
orden Stomatopoda en el pais. Reportaron la presencia de 30 especies de estomatopodos, lo cual,
en su momento, era equivalente al 70% de la biodiversidad reportada de Stomatopoda para el
Pacifico Tropical Oriental. Especificamente para el género Neogonodactylus reportaron la
presencia de N. albicinctus, N. bahiahondensis, N. costaricensis, N. festae, N. oerstedii y N.
zacae y adicionalmente, recopilaron informacion general de las especies, habitat, distribucion e

informes previos en diferentes zonas.

De manera similar, Solano-Barquero (2011) publicé un estudio de los lechos de rodolitos y su
macrofauna asociada en el Parque Nacional Isla del Coco, donde reveld informacion de la
presencia y comportamiento de N. zacae. Se logro determinar que esta especie es un componente
importante para este habitat, debido a que representé hasta un 40 % de la composicion de la
fauna en estos ecosistemas. Asimismo, se observd que era habitual encontrarlo en parejas y en

estadios juveniles.

Cortés y colaboradores (2012), hicieron un estudio exhaustivo de la biodiversidad marina de
Bahia Culebra, donde reportaron la presencia de N. bahiahondensis y N. lalibertadensis.
Finalmente, la investigacion mas reciente realizada en Costa Rica en cuanto a la diversidad del
orden Stomatopoda, corresponde al trabajo de Vargas y Vargas-Zamora (2020), los cuales
elaboraron una lista de especies actualizada de macro-crustaceos, especificamente decapodos y
estomatopodos, colectados en Golfo Dulce y depositados en la coleccion del Museo de Zoologia
de la Universidad de Costa Rica (UCR). Identificaron 102 especies de decdpodos y 4 de
estomatdpodos, siendo N. zacae la Unica especie del género Neogonodactylus reportada en este
estudio.

Con base a los estudios de la familia Gonodactylidae en cuanto a morfologia, diversidad,

riqueza e importancia ecoldgica, se resalta que la correcta identificacion taxondmica resulta ser
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relevante para conocer con exactitud cuales son las especies que conforman un determinado
ecosistema, evaluar cambios temporales en la diversidad y abundancia de especies, ademas,

facilita el conocimiento del estado de conservacién de cada una de ellas.

1.2 Justificacién

El género Neogonodactylus contiene 22 especies exclusivas del continente americano, su
distribucion estd comprendida entre el Pacifico Tropical Oriental y el Atlantico Occidental, con 8
y 14 especies respectivamente. Debido a la diferencia en el nimero de especies presentes entre
las regiones del continente, la cantidad de informacion disponible en una y otra es muy diferente,
siendo la region del Atlantico Occidental donde se ha realizado la mayor cantidad de
investigaciones sobre el género Neogonodactylus (N. oerstedii y N. bredini son las especies mas
estudiadas); motivo por el cual, se conocen algunas caracteristicas generales del género, tales
como: una longitud total que oscila entre 40-80 mm y ademas su preferencia a habitats rocosos,

escombros de coral y zonas inter-mareales.

Debido a la asociacion de estos organismos con habitats coralinos, se ha determinado que son
un importante componente alimenticio para la fauna de este ecosistema, tal es el caso de peces
globo, meros, peces ledn, pulpos (de Vries, 2012) y rayas en estadio juvenil (Ebert & Cowley,
2004). Aunado a esto, Saucedo (2000) y Andrade-Rodriguez (2003) revelaron que algunas
especies costeras de importancia comercial como pargo mancha (Lutjanus gutattus) y pargo seda

(Lutjanus peru), se alimentan mayoritariamente de estomatépodos durante sus estados juveniles.

Por otro lado, Jackson y colaboradores (1989) investigaron la respuesta de un arrecife
panamefio luego de haber sufrido un derrame de petrdleo, en este estudio se planteo el potencial
de los miembros de la familia Gonodactylidae para ser utilizados como bioindicadores del
ecosistema. A pesar de la evidente importancia ecoldgica que cumplen estos animales, en la
actualidad se desconoce el estado de conservacion de las especies que conforman esta familia.
Para obtener este tipo de informacion y conocer mas de cada especie, es fundamental

identificarlas correctamente.
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Sin embargo, en algunas ocasiones no se tiene certeza de la identificacion taxondémica de las
especies, lo cual se debe a que existen descripciones ambiguas de especies, caracteristicas muy
similares entre algunas especies e incluso, existen variaciones no descritas. Por esta razon, en los
ultimos afios se han desarrollado nuevas tecnologias, principalmente de biologia molecular, que
permiten aclarar la identificacion taxonomica de una gran cantidad de especies. Por ejemplo,
Barber y Erdmann (2000), quienes lograron demostrar que al utilizar técnicas moleculares es

posible determinar la posicion taxondmica de especies de la familia Gonodactylidae.

Dentro del género Neogonodactylus, no esté claramente definida la identificacion taxonémica
de N. zacae para el pais, lo cual se debe a variaciones encontradas en coloracion, tamafio y
grosor de las carinas del telson de los organismos que se tienen en coleccion del Museo de
Zoologia de la Universidad de Costa Rica. Por tanto, un aporte de esta investigacion es obtener
informacion morfologica, morfométrica y molecular de N. bahiahondensis, N. costaricensis, N.

festae, N. stanschi y N. zacae, especies encontradas en el Pacifico Norte de Costa Rica.

Aunado a lo anterior, la correcta identificacion taxondmica permitiria la elaboracion de guias
de identificacion dicotomica, las cuales pueden ser utilizadas para identificar de manera
adecuada las especies encontradas en analisis de contenido estomacal de especies de importancia
comercial como pargos, siendo un posible indicio de zonas de crianza de estas especies. Ademas,
pretende fundamentar bases para futuros estudios sobre este género, por ejemplo, conectividad
genetica entre poblaciones a pequefia y a gran escala, asi como identificar si existe variacion

genetica entre las especies del Pacifico y del Atlantico.

1.3 Planteamiento del problema

La informacion acerca del genero Neogonodactylus, en la region del Pacifico Tropical
Oriental resulta ser deficiente, debido a que la mayor parte de los estudios realizados se basan en
inventarios de presencia de especies. Por esta razon, resulta ser de gran utilidad una investigacion
mas detallada en la que el uso de marcadores moleculares y mediciones morfométricas permita
responder ¢Cual es la composicion de especies de este género en Bahia Santa Elena y Bahia

Thomas y el efecto que ejerce sobre éstas el grado de proteccion de cada sitio?
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Caracterizar la composicién de especies del género Neogonodactylus en Bahia Santa Elena y
Bahia Thomas, Pacifico Norte de Costa Rica, mediante analisis biométricos y de marcadores
moleculares para que dicha informacion contribuya al conocimiento de la biologia y ademas

funcione como base para futuros estudios del género.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Establecer una identificacion taxonomica de las especies del genero Neogonodactylus,
presentes en Bahia Santa Elena y Bahia Thomas, Pacifico de Costa Rica, mediante el uso

de técnicas moleculares.

2. Caracterizar morfolégicamente las especies del género Neogonodactylus presente en dos
bahias del Pacifico Norte de Costa Rica con diferente grado de proteccion, por medio de

andlisis biométricos.

3. Comparar abundancia, diversidad y posibles interacciones de las especies del género
Neogonodactylus encontradas en ambos sitios de muestreo, determinando la posible
influencia que ejerza el grado de proteccion sobre estos.

2. Marco teoérico

Dentro de la clase Crustacea, se encuentra el orden Stomatopoda, el cual es el Unico orden
superviviente del superorden Hoplocarida. A su vez, su morfologia lo convierte en uno de los
ordenes morfoldgicamente mas distintivos entre los crustaceos (Figura 1), debido a que los

apéndices toracicos se encuentran cercanos a la region oral. El origen del nombre
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“Stomatopoda”, conocidos comunmente como estomatépodos 0 camarones mantis, proviene del
griego, donde “stomatos” significa boca y “poda” pies (Salgado-Barragan y Hendrickx, 2010,
Schram et al., 2013). Este orden esta compuesto por siete superfamilias, 17 familias, 106 géneros
y 450 especies (Ahyong & Harling, 2000; Ahyong & Jarman, 2009).

placa rostral ©J0

\'\"- antena
escafocerito

antenal

somitos abdominales caparazén ’ anténula
| somitos toricicos Vs

B8 protopodito
/ ? N / / / antenal
A | Iy
4 ¥
endopodito I pleépodos j-‘\'
exopodito N
segmento basal pereiopodos
| ipodit \
. epipo Un'lamcili;:lma-:ii:}s 3-5
uropodito garra

(20. maxilipedo)
Figura 1. Disefio corporal general de los estomatopodos. Tomado de Salgado Barragan y
Hendrickx (2010).

La mayoria de las especies de estomatépodos son bentdnicos y se distribuyen principalmente
en zonas tropicales y subtropicales, aunque se ha registrado la presencia de algunas especies en
zonas templadas (Reaka et al., 2009; Schram et al., 2013; Vetter & Caldwell, 2015). Por lo
general, estos organismos se encuentran en ambientes marinos, pero, también es posible hallarlos
de manera ocasional en ambientes estuarinos (Manning, 1995; Salgado-Barragan & Hendrickx,
2010). Los estomatopodos exhiben un amplio &mbito de profundidades en las que pueden

habitar, oscilando entre los 0 y 1000 metros (Salgado-Barragan & Hendrickx, 2010).

Por otro lado, se ha determinado que los estomatépodos cumplen un importante rol ecologico
en los ecosistemas bentdnicos (Salgado-Barragdn & Hendrickx, 2010). Constituyen uno de los
items alimentarios mas importante de peces arrecifales como pez ledn, pargos, peces globos y
pulpos (de Vries, 2012; Teschima, Faria-Junior & Freire, 2012). Al mismo tiempo, estos

16



crustaceos son estrictamente carnivoros; usan su garra raptorial para arponear o aplastar a sus
presas, las cuales comprenden desde moluscos, crustaceos (camarones, cangrejos Yy otros
estomatdpodos) hasta peces pequefios (Manning, 1995; Duarte & Garcia, 1999; Marshall, Cronin
& Kleinlogel, 2007; Layman & Allgeier, 2012).

Tal y como se menciond anteriormente, los estomatépodos son morfoldgicamente
distinguibles del resto de los crustaceos (Schram et al., 2013). Poseen un cuerpo aplanado dorso
ventralmente, un caparazén corto que no cubre la totalidad del cefalotérax, es decir, la region que
comprende desde el quinto hasta el octavo segmento queda descubierta; poseen tres pares de
pereiopodos localizados en los somitos torécicos; presentan un abdomen bien desarrollado,
donde se encuentran los pledpodos recubiertos por branquias en los primeros cinco segmentos,
mientras que el telson se localiza junto a los uropoditos en el Gltimo segmento. Cabe resaltar que
la caracteristica mas distintiva de este grupo es la forma de sus maxilipedos, los cuales presentan
una forma subquelada, estan ubicados alrededor de la region oral y carecen de exopoditos.
Ademas, de los cinco pares de maxilipedos, el segundo par es el mas evidente y especializado,
debido a su mayor grado de desarrollo, y tamafio superior en comparacién con el resto, por lo
cual se conocen comunmente como apéndices o garras raptoriales (Caldwell & Dingle, 1975;
Vargas, 2009, Salgado-Barragan& Hendrickx, 2010; Schram et al., 2013).

Segun la morfologia de dichos apéndices, los estomatopodos se pueden separar en dos
grandes grupos funcionales: los arponeadores y los trituradores. La diferencia principal entre
estos radica en la composicion morfoldgica del propodio y el dactilo; si ambos se encuentran
recubiertos de pequefios denticulos, se trata del tipo arponeador; de lo contrario, es del tipo
triturador, el cual ademas presenta una protuberancia en la base del dactilo (Salgado-Barragan,
Hendrickx & Galvan-Villa, 2013). Otro aspecto a considerar con respecto a estos apéndices, es
que existe una relacion directa tanto con el tipo de habitat como con su alimentacion. Por
ejemplo, las especies arponeadoras, habitan en madrigueras de barro o arena, y por lo general
consumen organismos suaves como peces. Por el contrario, las especies trituradoras se alimentan
principalmente de organismos con corazas duras tales como, caracoles, cangrejos y camarones;
habitan en cavidades rocosas o escombros de coral, donde llevan a cabo la mayoria de sus

procesos bioldgicos, como alimentacion, reproduccion y crianza de juveniles (Reaka & Manning,
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1981; Caldwell, 1985; Hamano & Matsura, 1984; Morgan & Goy 1987; Solano-Barquero, 2011;
de Vries, 2012).

Propodio
S+ con dientes
moviles

Carpo / . ‘ 3
Mero Isquio y/
Dactilio sin :
dientes /,

Dactilio con
dientes

Propodio

Figura 2. Representacion grafica de las divisiones de los apéndices raptoriales. (a) Corresponde a
un apendice raptorial triturador y (b) a un apéndice arponeador. Toma do y modificado de

Arzola-Sotelo y colaboradores (2012).

Basado en la estrategia alimenticia de los estomatdpodos, se hace evidente el valor que
poseen las cuevas, las cavidades rocosas y los escombros de coral. Estos ambientes representan
localizaciones de recursos alimenticios de importancia para estos organismos, lo que conlleva a
estos crustaceos a una dindmica de proteccion de estos hébitats de otros competidores. Esta
necesidad por defender su territorio, es lo que ha provocado la evolucion de caracteristicas
morfoldgicas y etologicas que les confiera mayor ventaja y adaptabilidad para cumplir dicho
propodsito (Caldwell & Dingle, 1975; Vetter & Caldwell, 2015). Entre estas, cabe resaltar el
desarrollo de una cuticula y un telson mas robustos, adquiriendo este Gltimo una funcion mas
determinante en la defensa tanto del estomatépodo como de la cueva que tiene como morada.
Asimismo, desarrollaron comportamientos agonisticos mas agresivos, tales como el
acercamiento desafiante, golpes, despliegue de los apéndices raptoriales, agarres y maniobras
antenulares (Caldwell & Dingle, 1975; Caldwell, 1979, 1982, 1985). Las especies de la
superfamilia Gonodactyloidea, dentro de la cual esta incluido el género Neogonodactylus,
forman parte del grupo funcional triturador y como consecuencia se encuentran asociados a

habitats rocosos y coralinos (Manning, 1995; Barber & Erdmann, 2000).
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El género Neogonodactylus propuesto por Manning (1995), estd compuesto por 22 especies
distribuidas a lo largo de todo el continente americano, de las cuales ocho pertenecen al Pacifico
Tropical Oriental y 14 al Atlantico Occidental. La separacion de estas especies del género
Gonodactylus, se basa en diferencias morfoldgicas, entre estas se encuentra la presencia de una
carina extra en el telson, una carina accesoria en la cara mesial de la carina intermedia, corneas
sub-cilindricas, escamas oculares angostas, es decir, mas altas que anchas y, una placa rostral
movil con una espina media mas corta (Salgado-Barragan & Hendrickx, 2010; Salgado-
Barragan, Hendrickx & Galvan-Villa, 2013).

Como se ha demostrado previamente, ciertas caracteristicas morfoldgicas pueden ser de gran
utilidad para la descripcion e identificacion de especies y también, son de gran ayuda para definir
poblaciones. Esto se debe a que las diferencias entre las mediciones morfométricas, son un
parametro utilizado en varios estudios, pues, cada poblacion presenta caracteristicas propias que
estan ligadas al habitat (Edwards, 1908; Correa & Blickle, 1993; Belda, Kvist, Monros, Ponnika
& Toralvo, 2009). Adicionalmente, estas caracteristicas son utilizadas, para la construccion de
guias de identificacion, al tener la capacidad de resolver problemas taxondmicos. Estas guias de
identificacion pueden tener diversos grados de complejidad, pues, muchas de ellas cuentan con
ilustraciones de las caracteristicas mas relevantes, lo que facilita el proceso de identificacion de
los organismos. Por ejemplo, Salgado-Barragan y Hendrickx (2010) elaboraron una guia de
identificacion, ilustrada, de todas las especies de estomatopodos distribuidos en el Pacifico
Tropical Oriental. Posteriormente, Salgado-Barragan, Hendrickx y Galvan-Villa (2013) también
confeccionaron una guia de identificacion de estomatépodos del Pacifico Tropical Oriental, pero

esta solo contiene informacion del género Neogonodactylus.

Aunado a lo anterior, las caracteristicas morfoldgicas representan una fuente util de
informacion para estudios filogenéticos, demostrado en las investigaciones de Ahyong (1997) y
Ahyong y Harling (2000), quienes elaboran filogenias para comprender de manera mas profunda
las relaciones evolutivas dentro del orden Stomapoda, utilizando Unicamente caracteres
morfoldgicos. Sin embargo, debido a que cada arbol filogenético se elabora con diferentes
caracteres morfoldgicos, se obtienen similitudes e incongruencias entre los arboles obtenidos

(Zhang, 2009; Van Der Wal et al., 2018). Como resultado de las discrepancias taxonémicas que
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se pueden obtener al elaborar arboles filogenéticos basados en técnicas morfometricas (Bejarano,
2001), surge la necesidad de utilizar técnicas moleculares, las cuales poseen un mayor poder de
resolucion de conflictos filogenéticos y, ademas, son concluyentes en la construccion de
topologias filogenéticas (Brown et al., 1994; Arndt, Marquez, Lambert & Smith, 1996; Itagaki,
Tsutsumi, Ito & Tsutsumi, 1998).

Las técnicas moleculares, estan basadas en el estudio del ADN, para esto, requieren el uso de
distintos métodos, siendo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) el mas utilizado. Este
método enzimatico tiene como propdésito amplificar una porcion especifica del ADN, mediante la
accion de una polimerasa de ADN termoestable (Taq polimerasa) y cebadores (primers) de una
sola hebra derivados de secuencias pequefias de ADN (Mattes, 1998). Para lograr esto, se siguen
tres pasos: desnaturalizacion del ADN, alineamiento de los cebadores a la hebra molde y
extension de la cadena de ADN mediante una polimerasa ADN dependiente; esta reaccion in
vitro se comporta de manera ciclica, repitiéndose entre veinte y treinta veces (Paskewitz &
Collins, 1990; Bejarano, 2001). Asimismo, la PCR permite el uso de “primers” universales, los
cuales habilitan la secuenciacién de ADN para especies en las que existen vacios de informacién.
Lo que a su vez confiere la facilidad de analizar muestras de tejido degradadas, de colecciones de
museo, fosiles e individuos pequefios, esto se vuelve posible debido a que so6lo requiere de
porciones diminutas de material (Simon et al., 1994; Bejarano, 2001). Resulta importante de
mencionar que el descubrimiento de este método desencadend una revolucion en la biologia
molecular, asi como el establecimiento de un nuevo paradigma en el modo de pensamiento
sistematico, molecular y evolutivo (Simon et al., 1994; Tamay de Dios, Ibarra & Velasquillo,
2013).

Un sitio empleado dentro del genoma animal para analisis de taxonomia molecular es el ADN
ribosomal (ADNr), que codifica el ARN ribosomal (ARNT), el cual es un componente estructural
de los ribosomas. Segun la velocidad de sedimentacion, se reconocen tres tipos de ARNr, la
subunidad pequefa 18S, la subunidad grande 28S y la subunidad 5.8S; siendo la subunidad 18S
y 28S las mas utilizadas para desarrollar estudios filogenéticos dentro de la superfamilia
Gonodactyloidea (Zhang, 2009), Ambas subunidades ribosomales corresponden a genes

conservados, lo cual confiere la capacidad de investigar las relaciones de eventos evolutivos
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ocurridos desde hace 400 millones de afios hasta eventos mas recientes, como consecuencia de
su tasa de variacion (Hillis & Dixon, 1991; Zhang, 2009).

Las técnicas que utilizan ARN ribosomal como marcador molecular, resultan ser valiosas para
los andlisis filogenéticos, principalmente porque poseen tres ventajas: 1) Su capacidad
conservativa permite el desarrollo de “primers” universales para PCR, tanto en organismos
procariotas como eucariotas. 2) Capacidad de emitir sefiales filogenéticas, lo cual brinda la
posibilidad de estudiar las relaciones evolutivas en distintas escalas taxondmicas, desde reino
hasta especie. 3) Se pueden obtener cantidades adecuadas de material para la PCR, esto cuando
la cantidad de muestra es limitada (Hillis & Dixon, 1991; Zhang, 2009). Mallat, Garey y Shultz
(2004) recomiendan utilizar una combinacién de la subunidad pequefia y la subunidad grande

para una mayor resolucién del analisis.

Por otro lado, los genes mitocondriales poseen cierto grado de conservacion, incluso cuando
el ADN mitocondrial (ADNmt) experimenta un cambio evolutivo mas agresivo. Un ejemplo de
esto es el Citocromo Oxidasa C subunidad | (COIl), el cual es ampliamente utilizado en
sistematica molecular para resolver relaciones filogenéticas hasta nivel de familia (Hwang &
Kim, 1999; Barber & Erdmann, 2000; Carapelli, Lio, Nardi, Wath & Frati, 2007, Abiwananto et
al., 2019). Barber y Erdmann (2000) realizan un analisis filogenético de la familia
Gonodactylidae, donde comprueban que este gen permite resolver conflictos taxonémicos de
grupos estrechamente relacionados y de esta forma, logran corroborar y respaldar el

establecimiento del género Neogonodactylus.

3. Marco Metodoldgico

Area de estudio y muestreo

Peninsula de Santa Elena: Se encuentra aledafio al pueblo de Cuajiniquil, dentro del Area de
Conservacion Guanacaste. Esta zona presenta acantilados rocosos, playas arenosas, manglares,
arrecifes coralinos, islas e islotes. Esta region del pais estd expuesta a una surgencia o
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afloramiento estacional, periodo durante el cual cambian las condiciones oceanogréaficas de la
zona (Sibaja-Cordero & Cortés 2008; Cortés, Samper-Villareal & Bernecker, 2014; Cortés,
2016, 2017).

Se contd con un stock de especimenes, colectados en el Pacifico Norte de Costa Rica (Anexo
1), provenientes del Museo de Zoologia de la Universidad de Costa Rica (UCR).Ademas, se
realizaron muestreos en diferentes sitios dentro de Bahia Santa Elena y Bahia Thomas (Figura 3),
bajo el marco del proyecto BioMar-ACG y del Centro de Investigacion en Ciencias del Mar y
Limnologia (CIMAR) de la UCR. Es importante destacar que ambos sitios se encuentran dentro
de distintas categorias de manejo ya que, el Area Marina de Manejo Bahia Santa Elena pertenece
en su totalidad al Area de Conservacion Guanacaste, lo cual se debe a que la linea costera de este
sitio pertenece al Sector Murciélago, por lo que cuenta con cierto grado de proteccion del
ecosistema; mientas que Bahia Tomas posee un ligero grado de proteccion ya que solo una
pequefia proporcion pertenece al Sector Murciélago, sin embargo, predomina la linea costera no

protegida (Figura 3).
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Figura 3. Sitios de muestreo de los especimenes utilizados en este estudio, incluyendo las

muestras provenientes del Museo de Zoologia y las giras de campo realizadas.

En cada sitio de muestreo, se sustrajo de manera aleatoria entre 15-20 rocas porosas, con un
tamafo aproximado de 20 x 20 cm. Se extrajeron todos los especimenes pertenecientes al género
Neogonodactylus, se fotografiaron para mantener un registro de la coloracién, se preservaron en
alcohol al 70% vy se llevaron al Museo de Zoologia de la UCR. Los especimenes colectados, en
conjunto con los especimenes depositados en la coleccion del museo, fueron identificados
taxondmicamente con ayuda de un estereoscopio y las claves de identificacion de Salgado-
Barragan y Hendrickx (2010, 2013). Ademas, tomando en cuenta los datos de abundancia de los
especimenes, se realizé un grafico de dispersion (Microsoft Excel 2019, 16.13029.20342) segun

el afio de colecta.

Analisis morfométrico
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Para las mediciones morfométricas se utilizaron los estomatdpodos recolectados y los
especimenes del Museo de Zoologia de la UCR como un parametro de apoyo en la
identificacion. Para esto, se tomaron fotografias con un estereoscopio digital, principalmente del
telson y del rostro de cada estomatopodo. Las mediciones biométricas se realizaron con el
programa “Fiji” (Schindelin et al., 2012). A cada estomatdpodo se le midié: longitud total del
telson (LT), longitud del telson 1 (LT1), longitud del telson 2 (LT2), longitud de carina media
(LC1), longitud de carina sub-media anterior (LC2), longitud de carina sub-media (LC3),
longitud de carina intermedia (LC4), longitud de carina intermedia accesoria (LC4a), ancho del
telson (AT), ancho terminal entre carinas submedias (AEC), longitud de la placa del rostro
(LPR), ancho de la placa del rostro (APR) y ancho de la base de la placa del rostro (ABPR)
(Figuras 4 y 5). Cada una de estas mediciones fue transformada a proporciones, tomando como
base LT para las mediciones de telson y LPR para las mediciones del rostro. Ademas, estos datos
fueron utilizados para un andlisis de componentes principales con el programa R version 3.5.0 (R
Core Team, 2020), con el proposito de discriminar entre especies basandose en estas mediciones
biométricas. Cabe resaltar que N. stanschi no se tomd en cuenta para este analisis, ya que solo se

contaba con dos especimenes del Museo de Zoologia.
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Figura 4. Imagen ilustrativa de como se realizé cada una de las mediciones del telson. LT:
longitud total del telson; LT1: longitud del telson 1; LT2: longitud del telson 2; LC1: longitud de

carina media; LC2: longitud de carina sub-media anterior; LC3: longitud de carina sub-media;
LC4: longitud de carina intermedia; LC4a: longitud de carina intermedia accesoria; AT: ancho
del telson; AEC: ancho terminal entre carinas submedias.
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Figura 5. Imagen ilustrativa de como se realiz6 cada una de las mediciones del rostro. LPR:
longitud de la placa del rostro; APR: ancho de la placa del rostro; ABPR: ancho de la base de la

placa del rostro.

Andlisis moleculares

Los analisis moleculares se llevaron a cabo en el Laboratorio de Analisis Gendmico de la
Escuela de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional de Costa Rica (UNA). Se utilizaron
especimenes del Museo de Zoologia de la Universidad de Costa Rica (UCR) y especimenes
colectados en el Pacifico Norte. Para esto, se removieron dos pares de pereiopodos de cada
individuo. EI ADN total fue extraido por medio del kit de extraccion PureLink (Invitrogen),
siguiendo el protocolo del fabricante. Se uso la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
amplificar un fragmento del gen mitocondrial citocromo oxidasa 1 (COIl) y un fragmento del gen
nuclear  28S. Para COl  se  utilizaron los  primers HCO-2193  (5-
TAAACTTCAGGGTGACCAAARAAYCA-3) y LCO-1490 (5- GGTCAACAAATCA
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TAAAGAYATYGG-3') disefiados por Folmer, Black, Hoeh, Lutzy Vrijenhoek (1994) y para
28S se usaron 1F (5-GACCCCAGCGCGGAACCTCGCGC-3) y 1R (5-CGCCTTTGGTA
GTGCGCC-3") disefiados por Zhang (2009), respectivamente.

Ademas, para cada reaccién PCR se utilizaron 2 uL de ADN (12ng/L), Buffer 10X de la Taq
polimerasa (2.5 pL), dNTPs (2uM de cada uno), cebadores sentido y antisentido (10 uM) y agua
destilada doble desionizada estéril (libre de nucleasas); esto segin la receta de reaccion
enzimatica realizada por Zhang (2009). La solucion resultante se amplifico en un termociclador
Proflex (Applied Biosystems™); el ciclo térmico estuvo compuesto de una desnaturalizacion
inicial de dos minutos a 94°C, 35 a 40 ciclos de reaccion PCR, y una extension final de 10
minutos a 72°C. Las condiciones del ciclo de PCR fueron: un minuto de desnaturalizacion a
95°C, un minuto de alineamiento de 55°C 0 63°C para COIl y 28S, respectivamente. Como paso
final, un minuto de extension a 72°C, segun lo estipulado por Zhang (2009). Los productos PCR
fueron purificados mediante precipitacion con acetato de sodio 3M y etanol; posterior a esto, la
cantidad de &cidos nucleicosfue cuantificada con un espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific™) y utilizados para secuenciacion directa mediante el secuenciador de multicapilares
(Modelo 3130, Applied Biosystems).

Las secuencias obtenidas se editaron en el programa Geneious version R9 (Biomatters) por
medio de edicion manual. Para reconocer preliminarmente su identidad taxonémica a nivel de
género, las secuencias fueron evaluadas en el programa en linea BLASTn (Altschul et al. 1990),
mediante parametros por defecto y disponible en National Center for Biotechnology Information
(NCBI, Betehesda, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) y finalmente depositadas en el GenBank
mediante el sistema de accesion Banklt  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/).
Posteriormente, se realizd un alineamiento multiple de secuencias utilizando el programa
MAFFT v7.308 (Katoh & Standley, 2013) aplicando el método iterativo de refinamiento G-INS-i
(LIPAM/k= 2), seguido de una seleccion de bloques conservados mediante pardmetros menos
estrictos empleando el programa Gblocks (Castresana, 2000). La determinacion del modelo de
sustitucion nucleotidica se realizd mediante el programa ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al.,
2017) arrojando que el mejor modelo fue el de transicion AC=AT, AG =CT, CG=GT, con

asignacion de frecuencia de bases empirica y sitios invariables (TPM2+F+1), el modelo anterior
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fue el que mejor se ajusto para el arbol de 28s tomando en cuenta 719 posiciones informativas
(pares de bases); mientras que, para el arbol filogenético del gen COl, el mejor modelo de ajuste
fue el TPM2+F+G4 con 658 posiciones informativas. Seguidamente, se utilizo la plataforma en
linea 1Q-TREE (http://igtree.cibiv.univie.ac.at) (Nguyen et al., 2015; Trifinopoulos et al., 2016)
para inferir topologias de posicionamiento filogenético por maxima verosimilitud empleando un
algoritmo estocastico. Los parametros empleados para la inferencia filogenética fueron el uso de
heterogeneidad de tasa libre, calculo de soporte de los nodos derivado del método bootstrap
UFboot de 5000 permutaciones (Minh et al., 2013), con un maximo de 5000 iteraciones y un test
de rama Unica (SH-aLRT) con 5000 réplicas. Finalmente, los arboles obtenidos se visualizaron y

editaron con el programa FigTree v1.4 (Rambaut 2009).

Analisis ecoldgico

Para el analisis ecoldgico descriptivo, se calcularon indices de diversidad alfa y beta, con el
proposito de determinar la diversidad de un habitat particular y la variacion de diversidad entre
cada una de las bahias (Figura 1). El indice de diversidad alfa que se utilizara para determinar la
diversidad especifica de una zona es Shannon-Wienner (H"), el cual se calcula mediante la
formula:

H = -¥plnp;
donde p; equivale a la abundancia relativa de la especie “i”.

Adicionalmente, basado en el valor obtenido de H', se calculé H' max. (m&xima diversidad
que puede alcanzar una comunidad evaluada, bajo la suposicion que todas las especies
observadas se encuentren en la misma proporcién), el cual es equivalente a Ln S (riqueza).
Posterior a esto, se determin0 el indice de equitatividad de Pielou (J), ya que representa la
distribucion de la abundancia de las especies observadas y se calculd de la siguiente manera: H'/
H' méx. (Magurran, 1988).

En adicion, se calculd el indice de Simpson (L), que se utiliza para estimar el valor de

dominancia que presenta una especie sobre las demaés, es decir, la probabilidad de obtener un
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individuo de la misma especie en la zona de muestreo de manera consecutiva, para calcularlo se

hace uso de la formula: 1 = ¥ p;?

4. Resultados

Analisis morfolégico

Se utilizaron fotografias de cinco estomatopodos provenientes del Pacifico Norte y 87 del
museo, para identificarlas morfoldégicamente a través de caracteristicas diagndsticas vy
mediciones morfométricas (Cuadro 1; Anexo 1; Figura 6). Se identificaron tres especies del
género Neogonodactylus en las muestras provenientes del Pacifico Norte (N. bahiahondensis, N.
costaricensis y N. zacae); mientras que, en la coleccion del museo, se identificaron cinco
especies: N. bahiahondensis, N. costaricensis, N. festae, N. stanschi y N. zacae (Figura 7), las
cuales también provenian del Pacifico Norte. Cabe resaltar que, se observaron varios individuos
identificados como N. costaricensis que poseian caracteristicas de N. bahiahondensis, por lo que
se cred una categoria llamada “N. costaricensis-N. bahiahondensis™ en la que se discuten los
resultados morfoldgicos y genéticos mas adelante.

Cuadro 1. Lista de especimenes utilizados durante los andlisis morfoldgicos, incluyendo la
cantidad de especimenes (n) por localidad o lugar de colecta. N. b. = N. bahiahondensis; N. c.-N.
b = N. costaricensis-N. bahiahondensis; N. c. = N. costaricensis; N. s. = N. stanschi; N. f. = N.

festae; N. z = N. zacae.

Localidad N. b. N. c.- N. b. N. c. N. s. N. f. N. z. n/localidad
2 MM 0 0 0 0 0 1 1
Bajo Rojo 2 0 0 0 0 7t 9
Bajo Coco 1 0 0 0 0 0 1
Matapalito* 1t 0 1t 0 0 0 2
Isla David 0 1 2 0 0 1 4
Golondrina 0 0 0 0 0 1 1
Bajo 0 0 0 1 0 2 3
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Viejon

Bahia
Thomas 6 0 6 0 2 0 14
Isla San 3 1 3 0 0 4 11
Joseé
Isla 0 1 1 0 0 2 4
Cocinera
Punta
Pochote 0 2 1 0 0 0 3
Islote 1 1 3 0 6 0 11
Junquillal
Playa
Cugjiniquil ~ © 0 2 0 8 0 10
Muelle lado 0 1 1 0 0 0 5
derecho
NE Isla San
Pedrito 0 0 3 0 0 3 6
I\/_Iuell_e lado 0 0 0 0 1 0 1
izquierdo
La
Gemela* 0 0 0 1 0 1 2
Junquillal
esquina 0 0 2 0 5 0 7
tamarindo
n/especie 14 7 25 2 22 22

*Sijtios ubicados dentro del Sector Marino de Area de Conservacion Guanacaste, Bahia Santa
Elena. La mayoria de especimenes provenian de la coleccién del Museo de Zoologia, pero el “”
como subindice en algunos nameros, significa que, de la cantidad total de especimenes, uno de

ellos fue colectado durante las giras de campo.
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Figura 6. Abundancia por afio de colecta de las especies de Neogonodactylus spp. analizadas en

este estudio.

N, costaricensis

Figura 7. Fotografias de las especies de Neogonodactylus spp. identificadas en el Pacifico Norte

de Costa Rica. Escala =0.5cm

Debido a que las especies del género Neogonodactylus son muy similares entre si, el tamafio
y los componentes del telson, asi como la placa del rostro resultan claves para su identificacion
(Cuadro 2). Por ejemplo, N. zacae se distingue del resto de especies del Pacifico al presentar un
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telson sin espinas (Figura 8c); N. stanschi es la Unica especie con espinas en la carina accesoria
intermedia del telson; N. festae tiene la carina media y la caria media accesoria fusionadas
formando un ancla y, ademas, tiene un denticulo debajo del I6bulo del diente lateral, no asi en N.
costaricensis y N. bahiahondensis. La especie N. costaricensis, se diferencia al presentar
escamas oculares anchas, en forma cuadrada o sub-rectangular; un angulo anterolateral del rostro
muy agudo (no espiniforme) y por lo general, manchas anteriores dorsales en el telson. Por
altimo, N. bahiahondensis se puede distinguir del resto de las especies ya que posee escamas
oculares redondeadas, un angulo anterolateral del rostro espiniforme y un telson sin manchas
anteriores. Finalmente, al comparar N. bahiahondensis y N. costaricensis, se determina que una
de las principales caracteristicas para distinguir entre ambas especies es la presencia de espinas

en la quilla del telson, con 2 y 4 respectivamente (Salgado-Barragan & Hendrickx, 2010).

Cuadro 2. Comparacién entre las caracteristicas diagndsticas de cada especie. “+: si la presenta;

“-”:no la presenta. N. b. = N. bahiahondensis; N. c. = N. costaricensis; N. s. = N. stanschi; N. f.
= N. festae; N. z = N. zacae.

N. N. N. N N.

Caracteristicas b. ¢ f s z

Escamas oculares anchas -+ - - -
Fusidn de carinas medias - -+ - -
Espinas en la quilla del telson 2 4 - - -
Escamas oculares redondeadas +

Ausencia de espinas en el telson - - - -+

Angulo anterolateral del rostro
agudo

Espinas en carina accesoria
intermedia

Angulo anterolateral del rostro
espiniforme

Presencia denticulo debajo del
I6bulo lateral
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Figura 8. Fotografia del telson de diferentes especies de Neogonodactylus: a) N. costaricensis; b)

N. bahiahondensis; ¢) N. festae y d) N. zacae. Escala = 0,2cm.

A pesar de esto, algunos especimenes presentaron caracteristicas que no eran propias de la
especie. Como muestra de esto, se observaron especimenes de N. zacae con manchas en el

telson, especificamente en la region comprendida entre la base de la carina media y la carina
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media propiamente. Ademas, en todas las especies del género incluidas en este estudio, se
observo que pueden presentar o no diferentes patrones de manchas, siendo los pequefios puntos a
lo largo de todo el cuerpo y las manchas en el telson, los méas comunes. En algunos individuos de
diferentes tamafios, de N. festae y N. zacae, se observo un patron especifico de tres manchas
entre el cefalotérax y los primeros dos somitos toracicos. Los especimenes catalogados como “N.
costaricensis-N. bahiahondensis™, tenian tan solo dos espinas en la protuberancia media
posterior de su telson. Por Gltimo, es importante mencionar que se encontraron diferencias en
coloracion entre miembros de la misma especie, principalmente en N. bahiahondensis y N.

festae.

Para el analisis de componentes principales (Cuadro 3), se incluyeron en total 90 especimenes
(Cuadro 1, menos N. stanschi). Se mostrd que el 85.25% de la variacion estuvo explicada en los
componentes 1, 2, 3y 4 (45.84%, 19.26%, 13.21% y 6.94% respectivamente). Las variables mas
importantes que contribuyeron en el componente principal 1 y 2 fueron la longitud de la carina
sub-media (%LC4), ancho terminal entre carinas submedias. (%AE), longitud de carina
intermedia accesoria (%LC4a), ancho de la base de la placa del rostro (%ABPR), ancho de la
placa del rostro (%APR) y longitud de carina sub-media (%LC3) (Figura 9); esto quiere decir
que fueron las variables méas importantes que nos permiten distinguir 5 grupos o especies: N.
bahiahondensis, N. costaricensis, N. festae, N. zacae y N. costaricensis-N. bahiahondensis. Se
pensé que este analisis ayudaria a resolver el conflicto taxonémico con N. costaricensis-N.
bahiahondensis. Sin embargo, tal y como se muestra en la Figura 10, esta especie traslapa tanto
con N. costaricensis como con N. bahiahondensis. Lo anterior se debe a que se observaron 7
individuos clasificados como N. costaricensis, que presentan caracteristicas morfoldgicas

diagndsticas de N. bahiahondensis, lo cual generd dudas respecto a su clasificacion. (Figura 10).
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Cuadro 3. Mediciones utilizadas para el analisis de componentes principales. Se muestra el rango
(proporciones) de cada una de las mediciones por especie y la desviacion estandar representado
por el simbolo de sigma, o.

N. costaricensis - N.

N. bahiahondensis . . N. costaricensis N. festae N. zacae
bahiahondensis
Ambito (%) o Ambito (%) o Ambito (%) o Ambito (%) o Ambito (%) o
LT1 74.05 - 78.86 1.2109 74.05 - 76.82 0.9223 74.79 -79.23 1.46 77.10 - 81.09 1.0433 74.87-79.94 1.435
LT2 67.29 - 71.02 1.0876 85.29 - 89.54 1.465 64.10 - 69.00 1.194 69.35 - 72.82 1.2061 54.66 - 59.95 1.7274
LC1 44.01 - 46.91 1.0769 44.66 - 46.74 0.8601 44.08 - 47.92 1.077 43.26 - 47.88 1.3556 46.08 - 49.74 1.0209
LC2 29.82 - 32.59 0.9285 31.30 - 36.50 1.7787 35.16 - 38.76 1.14 33.00 - 35.60 0.9565 35.40 - 39.82 1.1522
LC3 34.12 - 34.44 1.7756 35.01-37.32 0.8847 30.03 - 47.410 3.363 35.12 - 39.08 1.0178 42.29 - 46.67 1.2098
LC4 62.24 - 65.82 0.9858 67.04 - 70.93 1.2489 62.5 - 69.28 1.338 65.16 - 69.27 1.2652 54.15-57.77 1.1919
LC4a 29.21 - 33.62 1.5859 29.27 - 32.59 1.1484 28.18 - 38.78 2.139 27.20 - 30.74 1.0517 22.57-25.84 0.9179
AT 112.04 - 115.82 1.1253 125.76 - 134.32 2.7682 113.05 -116.67 0.957  114.16-119.31 1.3935 120.20 - 124.87 1.2654
AEC 28.22 - 31.00 0.8149 29.39 - 31.62 0.8401 27.08 - 34.00 1.39 26.02 - 32.58 1.6893 21.12-24.73 0.9159
APR 105.14 - 108.84 1.262 104.64 - 108.91 1.6048 103.17 - 106.93 1283  101.66-114.84  2.6327 98.47 - 116.67 3.1188

ABPR 78.02 - 83.71 1.6039 75.27-79.34 1.5222 75.33 - 82.54 1.808 66.03 - 69.96 1.1443 72.02 - 75.77 1.1502
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Figura 9. Representacion gréafica de la contribucidn aportada por cada una de las variables. Se
evidencia que APR, LC4, AE, LC4a y ABPR son las proporciones con mayor aporte para

distinguir entre especies; mientras que AT es el que menor aporta.
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Figura 10. Representacion grafica de la dispersion de datos segln el componente principal 1y 2.
Separacion de datos en cinco grupos, tales como: N. habiahondensis, N. costaricensis, N.
costaricensis-N. habiahondensis, N. festae y N. zacae. Se observa una clara separacion de N.

zacae y N. festae, contrario a los otros tres grupos, los cuales traslapan entre si.

Andlisis moleculares

Los analisis filogenéticos incluyeron un total de 16 secuencias mitocondriales para el gen COI
y 14 secuencias para el gen 28S (Cuadro 4), con una longitud de 675 pb y 719 pb,
respectivamente. Con dichas secuencias se generd un arbol de posicionamiento taxonémico de
cada una de los genes para las especies del Pacifico costarricense del género Neogonodactylus;

se utilizd una especie de la familia Squillidae: Squilla rugosa, como grupo externo, se afiadieron
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dos especies de la familia Gonodactylidae: Gonodactylus chiragra y Gonodactylellus viridis para

enriquecer la comparacion taxonémica (Figura 11).

Cuadro 4. Muestras utilizadas para el analisis molecular, voucher de accesién del Museo de
Zoologia de la UCR, localizacién de la colecta de muestras y numeros de accesiones Genbank de
secuencias nucleotidicas utilizadas para la elaboracion del arbol concatenado de posicionamiento
taxonomico de estomatopodos de la familia Gonodactylidae.

Codigo de Localizacién de . -
. - - Numeros de accesion GenBank
Especie aislamiento Voucher la colecta co1 285
local (Guanacaste)
Squilla rugosa / / / HM138810.1 HM180042.1
. . MZ_UCR-15- Isla Cocinera,
NcostaricensisBH1(C.R) LAGEN 51 00051 Islas Murciélago sd /
Bahia Thomas,
NcostaricensisBH3(C.R) L?%EN MZE)llJ%I;—M— Peninsula de sd sd
Santa Elena
. . LAGEN MZ_UCR-15- Isla San José,
NcostaricensisBH4(C.R) 771 00771 Islas Murciélago / sd
Bahia Thomas,
Nbahiahondensis1(C.R) LAGEN — MZUCR-15- “ooincula de sd sd
588 00588
Santa Elena
. . LAGEN MZ_UCR-16-  Punta Pochote,
Nbahiahondensis4(C.R) 1135 01135 Islas Murciélago / sd
Bajo Rojo,
LAGEN MZ_UCR-16-
Nzacael(C.R) 2020 02020 Golfo de Santa sd /
Elena
Bajo Rojo,
LAGEN MZ_UCR-16-
Nzacae4(C.R) 2021 02021 Golfo de Santa sd /
Elena
Matapalito,
Nstanschi(C.R) LAGEN  MZ_UCR-15-  poincula de sd sd
918 00918
Santa Elena
Playa
LAGEN MZ_UCR-15- LT
Nfestael(C.R) 1067 01067 Cuajlcn:lrﬂLzul, La / sd
LAGEN MZ_UCR-16- Junquillal, La
Nfestaed(C.R) 1641 01641 Cruz sd /
. LAGEN MZ_UCR-16-
Ncostaricensis1(C.R) 1884 01884 Muelle, La Cruz sd sd
Matapalito,
Ncostaricensis3 (C.3) LAGEN  MZ UCR-16-  ponincula de sd /
1333 1333
Santa Elena
Gonodactylellus viridis / / / KT001549.1 AF205224.1
Gonodactylus chiragra / / / HM180014.1 AF205250.1
Neogonodactylus bahiahondensisl / / / HM180024.1 HM138794.1
Neogonodactylus bredini / / / HM180025.1 KP254652.1
Neogonodactylus oerstedii2 / / / MF490098 KF453111
Neogonodactylus wennerae / / / KT001550.1 KT001541.1

Donde “sd” significa muestras sin nimero de accesion a Genbank y “/”, muestras sin informacion.
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Se observaron, de manera general, dos agrupaciones de especies definidas en los arboles de
posicionamiento taxonomico de los genes 28s (Figura 11) y COI (Figura 12) respectivamente,
correspondiendo al grupo de especies del Pacifico (N. bahiahondensis, N. costaricensis-N.
bahiahondesis, N. costaricensis. N. festae y N. stanschi) y al grupo de las especies del Caribe (N.
bredini, N. oerstedii y N. wennerae) tomadas de Genbank para este estudio. La diferenciacion de
los grupos es mas evidente en el arbol del gen COI (Figura 12), a diferencia con el arbol de 28s,
en este ultimo se observa a N. wennerae, como especie hermana del clado compuesto por las
especies de N. costaricensis y N. festae. Con respecto al arbol del gen COI, la especie N. stanschi
se encuentra posicionada como la especie hermana del clado que contiene a las demas especies
del pacifico. De igual manera, N. costaricensis se encuentra como especie hermana del clado
compuesto por N. bahiahondensis y N. costaricensis-N. bahiahondesis. Se puede observar que,
en ambos arboles, 1o que se cree que potencialmente podria ser una “especie” no descrita, “N.
costaricensis-N. bahiahondesis™, se posiciona dentro de clados definidos a los cuales no
pertenecen las especies N. bahiahondensis y N. costaricensis. Afiadido a lo anterior, es
interesante resaltar la posicion de Neogonodactylus bahiahondensisl en ambos arboles, debido a
que corresponde a la especie N. bahiahondensis, tomada de Genbank. En la construccion con
COl, su posicidn es mas acorde que en la construccion con 28s, en la primera, se encuentra como
especie hermana de las muestras de Costa Rica, a saber, Nbahiahondensisl C.R_y
Nbahiandondesis4_C.R_, en la segunda se encuentra posicionada como especie hermana del
clado compuesto por N. bahiahondensis, N. costaricensis-N. bahiahondesis y N. stanschi.
Finalmente, en la construccion del gen 28s (Figura 11), esta clara la posicion de N. zacae en un
clado definido, no asi en la construccion de COI (Figura 12). Cabe destacar que se observaron
ciertas irregularidades en cuanto al posicionamiento de algunas especies, por ejemplo, la
posicion de N. festae, no esta definida en ninguno de los arboles, en el de 28s (Figura 11) forma

un clado con N. costaricensis, en la construcciéon de COl, se encuentra en un clado con N. zacae.
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Figura 11. Arbol del posicionamiento taxonémico de las especies de Neogonodactylus, para el
gen 28s, con soporte de maxima verosimilitud, los valores de soporte de cada rama se muestran
como SHaLRT (Test de rama unica) / UFBoot (boostrap ultra rapido), en el cual la confianza en
un clado se interpreta como >80 y >90, respectivamente. Valores de soporte de las ramas

menores al 80% no se muestran en la topologia.
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Figura 12. Arbol del posicionamiento taxondmico de las especies de Neogonodactylus, para el
gen COl, con soporte de maxima verosimilitud, los valores de soporte de cada rama se muestran
como SHaLRT (Test de rama unica) / UFBoot (boostrap ultra rapido), en el cual la confianza en
un clado se interpreta como >80 y >90, respectivamente. Valores de soporte de las ramas

menores al 80% no se muestran en la topologia.
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Analisis ecologicos

Se determind que la especie méas abundante en el Pacifico Norte fue N. costaricensis, seguido
por N. festae y N. zacae, con 25, 22 y 22 especimenes cada uno. Por el contrario, N. stanschi fue
la especie menos abundante, con tan solo 2 especimenes colectados. Asimismo, se estimo que las
localidades con mayor abundancia de especimenes fueron Bahia Thomas, Isla San Josg, el Islote
Junquillal y Playa Cuajiniquil, mientras que, Bajo Coco, 2 MM, Golondrina y el lado derecho del

muelle de Cuajiniquil fueron las localidades donde se encontraron menos especimenes.

Con respecto a la diversidad de especies, se estimo que las localidades insulares, con
excepcion de Isla San Pedrito, son las que presentaron mayor diversidad (Figura 13). En Isla San
José, se observo la mayor diversidad de especies, con cuatro de las seis especies en estudio, no se
colectaron muestras de N. festae y N. stanschi. Por otro lado, Bahia Thomas fue la cuarta
localidad mas diversa del estudio con la presencia de N. bahiahondensis, N. costaricensis y N.
festae, interesante que en esta localidad se encontrd la mayor abundancia de N. bahiahondensis y
N. costaricensis, con seis individuos de cada especie. Por su parte, Bajo Rojo y Playa
Cuajiniquil, fueron las localidades que presentaron mayor dominancia, especificamente por parte

de N. zacae y N. festae, con un 65% y 68%, respectivamente.

El indice de equitatividad de Pielou, nos indica que hubo tres localidades con el mismo nivel
de equitatividad, estas fueron el Muelle, Isla San Pedrito y La gemela, en cada una de estas
localidades se observd una relacion de uno a uno en abundancia de especies, en el siguiente
orden respectivo, N. costaricensis-N. bahiahondensis y N. costaricensis; N. costaricensis y N.
zacae; N. stanschi y N. zacae, La Gemela fue uno de los lugares donde se observd un espécimen

de N. stanschi, la otra localidad fue Bajo Viejon.
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WALORES DEL INDICE

Bajo Rojo
Matapalito
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Figura 13. Representacion grafica de los resultados de los indices de Shannon, Simpson y Pielou

en cada localidad.

5. Discusién

Los decapodos y estomatopodos son considerados como uno de los grupos con mayor
diversidad de especies y, ademas como uno de los grupos mejor representados de la macrofauna
bentdnica sublitoral en arrecifes rocosos (Alves et al., 2006). Incluso, pueden ser utilizados como
indicadores del proceso de tropicalizacion (migracion de especies de los trépicos hacia los polos
como un efecto del calentamiento global), bioindicadores de la salud de un ecosistema,
indicadores de contaminacion y de enriquecimiento organico (Alcolado, 2007; Bouzon, 2011,
Teschima, Faria-Junior y Freire, 2012; De la Cruz, 2013). Es relevante mencionar que, para este
tipo de estudios es necesario identificar taxonOmicamente a las especies, por lo que es

fundamental que su identificacion sea la correcta.

Pese a que la clave dicotdmica de Salgado-Barragan y Hendrickx (2010) es muy clara y se

lograron identificar exitosamente a las cinco especies de Neogonodactylus, se encontraron ciertas
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discrepancias en caracteristicas diagnosticas, lo que hizo dudar sobre la identificacion
taxondmica de algunas especies. Por ejemplo, todas las especies, menos N. stanschi, presentaron
manchas oscuras en la parte dorsal del cuerpo. A pesar de que Salgado-Barragan y Hendrickx
(2010) no hacen mencion de estas manchas, en la descripcion de especies que hicieron Manning
y Reaka (1979) sefialan que N. costaricensis presenta pequefias manchas oscuras a lo largo de
todo su cuerpo. No obstante, en la literatura consultada (Manning & Reaka, 1979; Manning,
1995; Salgado-Barragan & Hendrickx, 1998; Salgado-Barragan & Hendrickx, 2010) este patron

de manchas no es mencionado en las otras especies.

Una de las caracteristicas diagndsticas de N. costaricensis es la presencia de cuatro manchas
en la parte anterior del telson (Salgado-Barragan & Hendrickx, 2010); sin embargo, algunos
individuos de N. zacae presentaron diversos patrones de manchas en el telson, lo cual no ha sido
reportado en la literatura para esta especie. Al mismo tiempo, algunos especimenes de N. festae y
N. zacae, presentaron tres manchas entre el cefalotorax y los primeros dos somitos toracicos, no
obstante, el patron de manchas entre los somitos toracicos y abdominales, solo se describe en
especimenes preservados de N. albicinctus, no colectados en esta investigacion (Manning &
Reaka, 1979). Por lo tanto, quedan interrogantes sobre el origen y significado de estas manchas,
por lo que se manejan diferentes hipotesis, por ejemplo, podrian ser parte de un proceso
oncogenico, genético o como resultado de estresantes ambientales. Sin embargo, se requieren

maés estudios para corroborar esta hipotesis.

Neogonodactylus bahiahondensis y N. costaricensis son especies muy similares entre si
(Figura 7a, b), con pocas caracteristicas que las diferencian una de otra (Cuadro 2). Aunque estas
caracteristicas estan bien definidas en la literatura (Salgado-Barragan & Hendrickx, 2010), se
observaron individuos de N. costaricensis con caracteristicas diagnosticas de N. bahiahondensis,
por lo que se conformd la categoria de N. costaricensis-N. bahiahondensis. Estas similitudes,
también se evidencian en el analisis de componentes principales (Figura 9), en donde se puede
observar a los individuos que se les asignd esta categoria, traslapan con los individuos de N.
bahiahondensis y N. costaricensis; y en los analisis genéticos (Figuras 10 y 11), en los arboles
filogenéticos, todas las muestras de N. costaricensis-N. bahiahondensis se agruparon como una

misma especie. Esto pone aun mas en duda la identidad taxondmica de N. costaricensis - N.

43



bahiahondensis, dejando hipotesis al respecto de la identidad verdadera de esta especie, si se
trata de una especie nueva, 0 una sub-especie, 0 si es un caso de especie criptica o si estamos
observando un caso de hibridacion entre N. bahiahondensis y N. costaricensis, por lo cual, se
necesitan mas estudios para poder dilucidar correctamente qué es lo que esta ocurriendo con esta

especie.

Lo que mas resalta de los posicionamientos en el arbol, son los clados conformado por N.
festae y otras especies del género, ademas de la posicion de N. zacae en el arbol de COI, en el
cual estan agrupados como una misma especie (Figura 12). Con base en las caracteristicas
morfoldgicas descritas en la literatura (Salgado-Barragan y Hendrickx, 1998; Salgado-Barragan
y Hendrickx, 2010), las especies, N. zacae y N. festae, presentan la mayor variacién morfologica
en comparacién con el resto de las especies del presente estudio (Figura 8c, 8d), por lo tanto,
desde un punto de vista morfoldgico, las agrupaciones esperadas deberian ser exclusivamente
intraespecificas. A pesar que el posicionamiento taxondémico no respalda este tipo de
agrupaciones (Figura 11), la distincion basada en caracteres morfologicos estd apoyada por el
analisis de componentes principales (Figura 10), en el cual, cada una de estas especies esta bien
definida y completamente diferenciada del resto. Adicionalmente, cabe mencionar que, de
manera general, ciertos posicionamientos y agrupaciones taxondémicas observadas en el arbol
filogenético, tienen bajo soporte, por lo tanto, para poder aclarar de manera integra las relaciones
de las especies del género Neogonodactylus, se requiere mayor cantidad de muestras para un
analisis filogenético mas robusto, también se podria realizar un analisis utilizando una region

mayor del gen COI o inclusive toda su longitud.

Los genes utilizados en este trabajo han sido utilizados en estudios de relaciones filogenéticas
de estomatdpodos (Barber & Erdmann, 2020; Zhang, 2009; Ahyong & Jarman, 2009; Porter et
al., 2010) a diferentes niveles taxondmicos. Esto se debe a que ambos genes son altamente
informativos filogenéticamente, por lo cual, ofrecen un buen nivel para la resolucién y
discriminacién de conflictos taxondmicos entre especies. De manera general, el gen COI ha sido
empleado en una gran variedad de estudios de sistematica molecular para la identificacion de
animales (Paul, Pal & Banerjee, 2020. En el caso especifico de estomatopodos, ha sido utilizado

para discriminar especies y en filogeografias intraespecificas. Por ejemplo, en un estudio
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realizado por Barber y Erdmann (2000), determinan que el gen COI tiene suficiente poder de

discriminacion para distinguir entre géneros y especies de la familia Gonodactylidae.

No obstante, a pesar de que la combinacion del gen nuclear 28s y del gen mitocondrial COl,
ha sido utilizada como una herramienta poderosa para aclarar relaciones taxondémicas en
estomatopodos, haciendo posible la distincion entre especies (Ahyong & Jarman, 2009; Porter et
al., 2010), en este estudio no se puso en evidencia su alto poder para resolver conflictos
taxondmicos, esto ya que se observaron diferentes especies asociadas dentro de un mismo clado
(Figura 11). Lo anterior, podria atribuirse a los siguientes aspectos: a) la baja cantidad de
muestras utilizadas en este estudio provenientes tanto de los muestreos, el museo y de GenBank,
lo cual dificulta la capacidad del andlisis para dilucidar la identificacion de las especies; b)
identificacion errénea de muestras provenientes de GenBank como N. bahiahondensis; c) los
cebadores utilizados no poseian una region lo suficientemente informativa para diferenciar a
nivel de especies dentro de un mismo género (se recomienda utilizar una region mas grande del
gen 28s, que consecuentemente sea mas informativa para inferencias filogenéticas); d) adicionar
en futuros estudios el gen nuclear histona 3, el cual ha sido utilizado recientemente con
frecuencia para relaciones filogenéticas de otros crustaceos, especificamente decapodos como se

observa en los estudios de Baeza (2016) y Liao y colaboradores (2019).

Por otra parte, en alusién a la diversidad y abundancia de especies, se ha observado que este
tipo de informacidon es de suma importancia ya que permite determinar cambios temporales en la
composicion de especies y también, sirven como base para estructurar planes de conservacion
(Lozano-Cortés et al., 2012). Es por esta razon que, este estudio recopilé informacion acerca de
la diversidad y abundancia de especies del género Neogonodactylus en el Pacifico Norte de
Costa Rica. La diferencia de abundancia de especies entre 2015-2016 y 2017-2018, estuvo
directamente relacionada con el esfuerzo de muestreo, es decir, nimero de muestreos por afio.
Por ejemplo, en 2017 y 2018 disminuy6 considerablemente la cantidad de muestreos,
especificamente, en octubre del 2017, cuando el pais fue afectado de manera significativa por la

tormenta tropical Nate (Solano-Leon, 2019).
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El impacto de los huracanes sobre ecosistemas costeros ha sido ampliamente reportado en la
literatura (Timant et al., 1994; Mallin & Corbert, 2006; Teschima, Faria-Janior y Freire, 2012) y
se ha determinado que los principales efectos provocados consisten en modificaciones en las
tasas de sedimentacion y salinidad por la entrada de agua dulce, aumento de turbidez, hipoxia,
entre otros (Mallin & Corbert, 2006). La comunidad de crustaceos es altamente susceptible a
cambios en la calidad de agua (Teschima, Faria-Janior y Freire, 2012). Por lo tanto, cambios de
salinidad, tasas de sedimentacién, turbidez y carga de nutrientes, actian como factores de
transformacion en cuanto a estructura y composicion de especies (Timant et al., 1994; Mallin &
Corbert, 2006; Teschima, Faria-Junior y Freire, 2012). Esta podria ser uno de los factores que
incidieron de forma directa sobre los cambios observados en diversidad y abundancia de

especimenes colectados después del huracan Otto (2016) y la tormenta Nate (2019).

Es posible que estos desastres ambientales pudieron alterar las condiciones del agua en el
Pacifico Norte de Costa Rica, esto ya que fue uno de los sitios méas afectados por la tormenta
tropical Nate (Solano-Ledn, 2019). Por lo tanto, la ausencia de especimenes en Bahia Thomas
después de esta tormenta, podria deberse a alteraciones ambientales, provocando el
desplazamiento de especies hacia otras zonas o incluso una drastica disminucion de las
poblaciones de estomatdpodos en este sitio. Sin embargo, para comprobar estas hipotesis es
necesario estudiar de manera detallada la influencia que tuvieron ambos desastres naturales,
principalmente Nate, sobre las condiciones ambientales de este sitio y al mismo tiempo, realizar
mayor cantidad de muestreos en la zona, con el fin corroborar la presencia/ausencia de
estomatopodos en Bahia Thomas. Es importante destacar que Bahia Thomas, a pesar de tener un
menor tamafio en comparacion a Bahia Santa Elena y, menor nimero de puntos de muestreo
(Figura 3), fue uno de los lugares mas diversos y equitativos del estudio (Figura 13). Esto podria
deberse a que posee una playa con gran cantidad de escombros y pedazos de coral muerto, lo

cual representa excelentes condiciones y oportunidades de habitat para las especies en estudio.

Por otra parte, al comparar la diversidad de especies entre Islas Murciélago, también
conocidas como Islas Cocineras, con respecto a las demas localidades, se estim6 que fueron las
que presentaron mayor diversidad (a excepcion de Isla San Pedrillo). Este conjunto esta
conformado por cinco islas (Catalina, Cocinera, Las Golondrinas, San José y San Pedrito), cuya
formacion geoldgica, ubicacion geografica e influencia del afloramiento costero, les confiere
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condiciones fisico-quimicas ideales que ofrece gran variedad de ambientes (Bassey-Falas, 2010).
Ademas, se pueden encontrar ocho especies de corales (Pavona clavus, Pavona gigantea, Porites
lobata, Gardinoseris planulata, Pocillopora elegans, Psamacora stellata y Pavona varians), lo
que favorece la belleza escénica de esa zona en especifico, lo cual, a su vez, representa un
atractivo turistico importante. Desafortunadamente, la gran cantidad de buzos que visita la zona
y, por ende embarcaciones, ha generado un impacto negativo o dafio en los arrecifes como por
ejemplo, desprendimiento de colonias de coral de los arrecifes, 1o que representa mayor
oportunidad de habitat para los estomatdépodos (Bassey-Falas, 2010). Adicionalmente, Cortés y
Jiménez (2003) observaron una mayor tasa de crecimiento de corales escleractinios en la zona
del golfo de Papagayo en comparacion con el resto del Pacifico oriental. Por otro lado, con
respecto a la poca diversidad y abundancia de especies encontradas en Isla San Pedrillo, podria
deberse a que es la mas pequefia y mas alejada de este complejo de Islas (Dauphin y Grayum,
2005). Ademas, se ha determinado que esta isla no estd altamente influenciada por el
afloramiento del Golfo de Papagayo (Cortés & Jiménez, 2003).

Finalmente, al comparar la diversidad y abundancia de especies entre sitios segin su nivel de
proteccion, en algunos estudios (Ramos-Espla et al., 2004; FAO, 2011) se ha determinado que la
diversidad y abundancia de especies de vertebrados (peces) es mayor en zonas gue se encuentran
bajo proteccion, indistintamente del grado de proteccion, debido a que favorece la disminucion
de la presion pesquera. En contraste, estudios como el de Edgar y Smith (2009) estiman que la
densidad y la riqueza de invertebrados es significativamente mayor en zonas no protegidas, en
comparacion con zonas protegidas, lo cual coincide con los resultados de este estudio, donde
Bahia Thomas presentd una mayor riqueza y diversidad de especies del género
Neogonodactylus.

Lo anterior, podria deberse a que Bahia Thomas puede llegar a alcanzar hasta los 7
metros de profundidad, y esta conformado por colonias de coral en buen estado,
mayoritariamente dominada por P. elegans, la cual presenta altas tasas de crecimiento (Bassey-
Falas, 2010). Otro rasgo a destacar es la asociacion de esta especie de coral con el género
Neogonodactylus tal como fue reportado por Cortés (2017). Adicionalmente, se ha estimado
que, en las zonas no protegidas, existe menor presion sobre las presas por parte de los
depredadores, y también, varios estudios sugieren que las areas marinas protegidas son
susceptibles al fendmeno denominado cascada trofica, es decir, cambios en la totalidad de la red
tréfica provocados por los depredadores tope de dicha red, los cuales inciden directamente en la
reduccién de la capacidad de reclutamiento de las presas y a su vez favorecen cambios indirectos
en otros componentes de la red (Casey et al., 2017; Kawamata & Taino, 2021).

Por ultimo, Por otro lado, referente a la abundancia de especies, N. costaricensis,
N. zacae, y N. festae fueron las mas abundantes, lo cual concuerda con lo reportado por Reaka
(1980), donde indica que N. costaricensis puede encontrarse hasta los 20 m, por su parte, es
posible encontrar a N. zacae hasta los 64 m y N. festae hasta los 15 m de profundidad. Es
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relevante mencionar que, entre estas tres especies, N. zacae es considerada como la especie méas
generalista (Reaka, 1980).

6. Conclusiones

Se confirma que el telson y placa del rostro son determinantes para diferenciar entre especies,
siendo el ancho de la placa del rostro y el ancho de la base de la placa del rostro las estructuras
con mayor relevancia. De manera similar, el lardo de la carina intermedia y el largo de la carina

accesoria son las estructuras mas en el telson para distinguir entre especies.

Se ha determinado que algunas especies del género Neogonodactylus, son fuente de
alimento para individuos juveniles de especies comerciales. Por lo tanto, este estudio
sienta las bases sobre la composicion de un género de especies relevantes en la cadena
tréfica, sobre las cuales se puede expandir el alcance de su importancia con una mayor
cantidad de investigaciones. Importante destacar N. bahiahondensis y N. zacae, fueron
las especies que se encontraron en una mayor cantidad de localidades. Para N. zacae, se
confirmd de esta manera, el comportamiento generalista previamente descrito en la

especie.

Las especies del género Neogonodactylus, tienen una mayor preferencia hacia habitats
rocosos o que en su defecto posean condiciones que asemejen cavidades o cuevas. Por
ejemplo, Bajo Rojo y Playa Cuajiniquil presentan opciones de habitat limitadas, por lo
tanto, fueron de los lugares menos equitativos en la composicion de especies observada.

La tormenta tropical Nate pudo incidir en la variacion de la composicion de especies del

género Neogonodactylus en el Pacifico Norte de Costa Rica. Sin embargo, se requieren

mayores estudios para confirmar esta teoria.
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Se evidencia la biodiversidad del género Neogonodactylus, en Costa Rica, destacando la
presencia de lo que podria ser una potencial especie nueva del género Neogonodactylus,
denominada “N. costaricensis—N. bahiahondensis”, basado en caracteristicas

morfoldgicas y genéticas.

Existe escasa informacion genética en las bases de datos sobre genes mitocondriales y
nucleares del género Neogonodactylus, para fines de taxonomia molecular.

Se reportan secuencias nuevas de las regiones COIl y 28S para especies del género
Neogonodactylus, de la region del Pacifico Tropical Oriental, las cuales seran accesadas a
GenBank y podran ser utilizadas como secuencias de referencia para futuras

investigaciones.

Se hace evidente la necesidad de complementar analisis morfoldgicos y genéticos para

resolver conflictos taxondmicos

7. Recomendaciones

Aumentar la cantidad de estudios en la zona, con el propoésito de obtener una base de
datos mas robusta que permita determinar variaciones espacio-temporales de diversidad y

abundancia de especies.

Ampliar los muestreos en el Pacifico Norte y, afiadir estudios oceanogréaficos con el fin
de determinar el efecto de los desastres naturales sobre la diversidad y abundancia de
especies en la zona, debido a que son parte fundamental de la cadena trofica de sistemas

bentdnicos, siendo depredados por peces juveniles y pequefios, asi como otros

depredadores.

Estudiar a mayor profundidad la composicién de las comunidades continentales e

insulares, comparar dicha composicion y realizar andlisis genéticos para determinar si
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existe un intercambio de genes entre estas poblaciones, para determinar las medidas de

manejo pertinenentes en caso de que sean poblaciones distintas.

e Se recomienda realizar estudios de isotopos estables con individuos juveniles de especies
comerciales (peces, pulpos) para determinar cuanto porcentaje de la dieta es ocupado por

las especies del género Neogonodactylus.

e Aumentar los analisis moleculares en especies del género Neogonodactylus, en particular
N. albicinctus y N. oerstedii en Costa Rica. Ademads, incluir otros marcadores
moleculares tales como Histona 3, 18S, 16S, con el objetivo de realizar un analisis

multigénico que permita clarificar las relaciones filogenéticas de las especies del género.

e Considerar ampliar la zona de muestreo para incluir especies del Caribe costarricense
dentro de futuros estudios sobre posicionamiento con el objetivo de determinar qué
relacion existe entre las especies del Pacifico y del Caribe, y determinar a su vez, si son
las mismas especies que tienen nombres diferentes o si realmente se trata de especies
diferentes, tal como fue el caso de Aetobatus laticeps y Aetobatus narinari. Cada una de

estas posibilidades tendria medidades de manejo diferentes para sus poblaciones.

e Realizar mayor cantidad de estudios, tomando en cuenta analisis morfologicos y
moleculares, con el fin de determinar si “N. costaricensis—N. bahiahondensis”

corresponde a una nueva especie, un hibrido o bien, un complejo de especies.
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9. Anexos

Anexo 1. Puntos de recolecta de las muestras utilizadas en este estudio.

Localidad

Bahia Santa Elena Matapalito
Punta Pochote
Golfo Santa Elena Bajo Viejon
Bajo Rojo
Bahia Thomas Bahia Thomas
Isla San José
NE Isla San Pedrito
Isla David

2 MM
Golondrina
Isla Cocinera
Otros Playa Cuajiniquil

Sector Murciélago

Muelle lado derecho
Muelle lado izquierdo

Junquillal esquina
tamarindo

Islote Junquillal

Latitud
10.93194°N
10.93134°N

10.95507°N
10.94083°N
10.92722°N

10.85779°N
10.85606°N

85.71889 °N

10.85894°N
10.85702°N
10.84972°N
10.93944°N

10.95187°N
10.95219°N

10.96329°N

10.96343°N

Longitud
85.79111°W
85.79994°W

85.72843°W
85.71778°W
85.7175°W

85.912550°W
85.95141°W

85.71889°W

85.91100°W
85.93970°W
85.90389 °W
85.70472°W

85.70984°W
85.710741°W

85.69287°W

85.69708°W
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